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Folha Anexa 



1. Depositante : 

1 1 Nome : Jose Agustfn Quincoces Suarez 

1 2 Qualificacao : cubano, quimico 

13 CPF : 225.002.328-08 c ^ 

14 Endereco : Rua Barao de Tatui, n° 427, apto. 41, Santa Cecilia, Sao 
Paulo, SP, CEP 01226-030 

1.1 Nome : Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo 

1 2 QualificacSo : pessoa juridica de direito publico 
L3 CNPJ/MF : 43828151000145 

1 .4 Endereco : Rua Pio XI, n° 1500, Alto da Lapa, Sao Paulo, SP, CEP 
05468-901 

1 1 Nome : Academia Paulista Anchieta S/C Ltda 

1 2 Qualificacao : empresa brasileira 
13 CNPJ/MF : 62655261000105 

1.4 Endere 9 o : Rua Maria Candida, n° 1813, Vila Guilherme, Sao Paulo, 
SP, CEP 02071-013 

3 Titulo da Patente de Invencao : . 
" Propriedades antitumorais do l,5-Bis(4-hidroxi-3-metoxi- 
fena)-penta-l,4-dien-3-ona e derivados e seu procedimento 
de obten?3o " 



7. Inventor: 

7 . 1 Nome : Jose Agustui Quincoces Suarez Cia qualificado). 

7.1 Nome : Klaus Peseke 

7 2 Qualificacao : alemao, quimico 

7.3 Endere50 : Haselhof 1, Lichtenhagen, 18107 Elmenhorst / 
Lictenhagen, Alemanha 

7.1 Nome : Marcus Kordian 

7.2 Qualificacao : alemao, quimico 

7.3 Endere 9 o : Zorenappelweg 12, 18055 Rostock, Alemanha 



2/2 



7.1 Nome : JoSo Ernesto de Carvalho 
7 2 QualificacSo : brasileiro, farmacologista 

7.3 Endereco : Rua Emilio Ribas, n° 140, apto. 104, Cambui, Campinas, 
SP 

7.4 CEP : 13000-025 



7.1 Nome : Luciana Konecny Kohn 

7 2 Qualifica9§o : brasileira, farmacologista 

7.3 Endere90 : Rua Cristovam Bonini, n° 12, Jd. Proenca, Campmas, SP 

7.4 CEP : 13096-040 



7.1 Nome : Marcia Aparecida AntSnio 

7.2 Qualifica9§lo : brasileira, farmacologista 

7.3 Endere?o : Rua Victor Severino Zamperlim, n° 13, Joao Aranha, 
Paulmia, SP 

7.4 CEP : 13140-000 



7.1 Nome : Heloiza Brunhari 

7.2 Qualificasao : brasileira, farmacSutica 

7.3 Endere90 : Rua Silvio Barbosa, n° 537, Vila Sao Jorge, Guarulhos, 
SP 

7.4 CEP : 07111-010 




" PROPRIEDADES ANTI- 
TUMORAIS DO 1 ,5-BIS(4-HIDROXI-3-METOXI- 
FENIL)-PENTA-l,4-DIEN-3-ONA E DERIVADOS E 
SEU PROCEDIMENTO DE QBTENCAO " 

5 Trata a presente patente de In- 

vencao de PROPRIEDADES ANTITUMORAIS DO 1,5- 
BIS(4-HIDROXI-3 -METOXI-FENIL)-PENTA-l ,4- 
DIEN-3-ONA E DERIVADOS E SEU PROCEDIMEN- 
TO DE OBTENQAO. 
10 Antecedentes bibliograflcos 

sobre o composto l,5-Bis(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-penta- 
l,4-dien-3-ona e derivados e seu procedimento de obten- 
cao. 

O composto denominado 1,5- 
15 Bis(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-penta-l,4-dien-3-ona e co- 
nhecido desde o ano 1927 quando E. Glaser e E. Tramer 
reportaram pela primeira vez sua sintese com um 60% de 
rendimento (Journal ftir praktische Chemie, 116, 331-346, 
1927) a partir da vanilina e acetona em presenca de acido 
20 cloridrico concentrado, usado como catalisador. 

Posteriormente P. Ramanan e 
M. Rao sintetizaram este produto em 1989 (Indian Journal 
Pharm. Sci., 51, 207, 1989) a partir da 4-O-meto- 
ximetilvanilina e acetona em meio basico, obtendo um ren- 
25 dimento de 42% depois de purificar o mesmo empregando a 
cromatografia de camada delgada (silica gel). 

No ano 1997 um grupo inte- 
grado por S Sardjiman, et. al. (Eur. Journal Med. Chem. 
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32, 625-630, 1997) desenvolveram uma nova variante de 
sintese empregando quantidades equimoleculares de vani- 
lina e acetona em presen9a de acido cloridrico concentra- 
do, reportando um 89% de rendimento bruto (sem purifi- 
5 car). Por esta razao o ponto de fusao indicado neste proce- 
dimento ficou 58 °C a menos do reportado por Glaser e 

Tramer. - 

M. Artico et. al. obtiveram 
tambem esta substantia um ano mais tarde (Journal Med. 

10 Chem. 41, 3948-3960 , 1998) obtendo somente um rendi- 
mento bruto de 1 8%. A temperatura de fusao (114-116 °C) 
e inferior a reportada por Glaser e Tramer, o que faz pen- 
sar que o composto nao foi obtido puro apesar do uso da 
cromatografia de coluna. 

1 5 Encontramos adicionalmente 

na revisao bibliografica o artigo de uma patente americana 
(United States Patent 4,521,629 de 4 de Junho de 1985) de 
N. Cortese et. al. intitulada: "Method for the preparation of 
l,5-Bis-aryl-l,4-pentadien-3-ones". Esta inveneao relata 

20 um m&odo de obtencao de certas bis-arilpentadienonas 
fluoradas, que foram usadas como compostos intermedin 
rios para a preparaeao de amidinohidrazonas com proprie- 
dades inseticidas, mas nao protege os produtos que apare- 
cem em nossa solicitacSo de patente. 

25 Alem disso, foram encontrados 

(Beilstein) documentos de outras patentes relacionadas 
com esta familia de compostos org&iicos. Sao eles: 

1- "Hair tonics containing 
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bis(hydroxyphenyl)pentadienones". Autores da patente: 
Morita, Kazuyoshi; Hamada, Kazuto. Firma: Kanebo, 
Ltd, Japan. Pais: Jpn. Kokai Tokyo Koho, 7pp. Idioma: 
japones. CA-Numero: 134:183278. PI: JP 2001048756 
5 A2 20010220 JP 1999-224982 19990809. 

2- "Skin-lightening cosmetics 
containing distyryl ketones". Autor: Morita, Kazuyoshi. 
Firma: Kanebo, Ltd., Japan. Pais: Jpn. Kokai Tokyo Koho, 
7pp. Idioma: japones. CA-Numero: 131:149078. PI: JP 

10 11209235 A2 19990803 JP 1998-10414 19980122. 

3- "Acidic planting baths and 
methods for electrodepositing bright and ductile zinc- 
nickel alloys and additive composition for these baths". 
Firma: McGean-Rohco, Inc., USA. Autor: Canaris, Vale- 

15 rie M. Pais: U.S., 8pp. Idioma: ingles. CA-Numero: 
111:183131. PI: US 4832802 A 19890523 US 1988- 
206017 19880610 EP 346161 Al 19891213 EP 1989- 
305925 19890612. 

4- "Photopolymerizable com- 
20 positions". Firma: Eastman Kodak Co., USA. Autores: 

Noonanj John M.; McConkey, Robert C; Arcesi, J.A.; 
Rauner; Frederick J. Pais: Brit, 19 pp. Idioma: ingles PI: 
GB 1425476 A 19760218 GB 1973-3986 19730322 US 
3748133 A 19730724 US 1972-237929 19720324. 
25 Tampouco nenhuma destas 

quatro patentes esta relacionada nem direta nem indireta- 
mente com as propriedades antiproliferativas que mostra- 
ram o l,5-Bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-l,4-pentadien-3- 
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ona e seus derivados. 

Levando em conta a revisao 
bibliografica realizada pela empresa Bypropind Marcas e 
Patentes com base em varredura na colecao do Chemical 
5 Abstracts, do Lifescience,* do Biomed da biblioteca da Fi- 
ocruz e por n6s na colecao Beilstein, chegamos a conclu- 
sao queVnao existe patente desse eomposto e seus deriva- 
dos aplicavel no tratamento do cancer, nem mesmo a tec- 
nica ultrasonica apesar do eomposto ter sido sintetizado no 
W ano 1927 e que e possivel e legitimo o pedido de patente. 

A presente patente de invencao 
relata as propriedades antitumorais do l,5-Bis(4-hidroxi-3- 
metoxi-fenil)-penta-l,4-dien-3-ona e derivados e seu pro- 

cedimento de obtencao. 

15 A amostra denominada eom- 

posto 37/01 foi obtida com alto rendimento e pureza pela 
t^cnica ultrasonica apresentando atividade citostatica (ini- 
bicao do crescimento) nas concentra96es avaliadas e ativi- 
dade citocida (morte celular) a partir da concentra9ao de 

20 0,25 ug / mL frente a nove diferentes tipos de cancer hu- 
mane Este eomposto possui uma DL 50 , igual a 8,54 g / 
Kg. Isto significa que este produto pode considerar-se 
como praticamente at6xico. A Doxorrubicina, medica- 
mento anticancerigeno usado como refer6ncia em todos 

25 estes testes, e urn produto extremadamente t6xico (DL 50 de 
20 mg / Kg) e nao inibe o crescimento da linhagem celular 
Mama NCI-ADR (linhagem celular que expressa o fenoti- 
po de resistdncia a multiplas drogas), portanto nosso pro- 
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duto se mostrou com acao fortemente citostatica. 




37 '':R l -CHi;R 2 -H;R 3 -H;R 4 -H;R s -ri;X-6 ' 

EHB1 : R 1 = CH 3 ; R 2 = H 3 CCO ; R 3 = H ;R 4 = H ; R 5 = H ; X = O 

HB6 :R 1 = CH 3 ;R 2 = CH 2 CH=C(CH3) 2 ;R 3 =H; ,, : 

R 4 = H; R 5 =H;X = 0 
HBM1 : R 1 = CH 3 ; R 2 = CH 3 ; R 3 = H ; R 4 = H ; R 5 = H ; X = O 

HB5 :R 1 .= CH 3 ;R 2 = H;R 3 = H;R 4 = H;R 5 = H;X = C(C3^ 2 

HB10 :R 1 = CH 3 ;R 2 = H;R 3 = CH 2 CH=C(C3l3)2;R 4 =H;R 5 = H; 

x=o 

HB11 :R 1 = CH 3 ;R 2 = H;R 3 =H;R 4 = H;R S = H; 

X=C(CN)C0 2 C 2 H 5 
HB12 :R 1 = H;R 2 = H;R 3 = H;R 4 = H;R 5 =H;X = 0 
HB13 :R 1 = CH 3 ;R 2 = H;R 3 = Br;R 4 = H;R 5 = H;X = 0 
HB 14 : R 1 = CH 3 ; R 2 = CH 2 CH=C(CH 3 )2 ; R 3 = Br ; 

R 4 = H;R 5 = H;X = 0 
HB15 :R 1 = H;R 2 = H;R 3 = CH 2 CH=C(CH 3 ) 2 ; 

R 4 = CH 2 CH=C(CH 3 ) 2 ; R S = H ; X = O 

Atividade antitumoral exibida 

5 pelos compostos sintetizados: 

Legenda: NCI460 (tumor de 
pulmao); UACC62 (melanoma); MCF7 (tumor, de mama 
normal); NCIADR (tumor de mama que expressa fen6tipo 
de resistencia a multiplas drogas); HT29 (tumor de C6- 
10 Ion); 786-0 (tumor renal); OVCAR-3 (tumor de Ovario); 
PC-3 (tumor de pr6stata); K-562 (Leucemia); DE 50 (doses 
efetiva 50 expressas em microgramas por mililitro ug/mL) 
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Composto 


Linhaeens Celulares Humanos testados DEso i\i 


S/mL) 










UACC-62 


MC-7 


NCI-ADR 


786-0 


NCI-460 


K-562 


PC-03 


OVCAR-03 


HT29 


37 


0,03 


9,04 


0,27 


0,65 


0,5 


0,6 


0,41 


0,72 


0,75 


EHB1 


1,77 


0,45 


1,28 


0,27 


0,7 


0,58 


0,39 


0,57 


0,61 


HB6 


14,16 


8,43 


3,34 


3,64 


15,8 


2,22 


27,99 


14 


1,87 


HBM1 


0,75 


0,71 


0,84 


1,19 


0,66 


0,65 


0,82 


0,82 


0,86 


HB5 


1,25 . 


1.96 


i ? n 


2,67 


2,58 


2,84 


1,59 


43 


1,26 



Observacao: 

Todos estes resultados pbdem 



ser considerados muito bons, se tomamos como referenda 
os publicados na literatura: 
5 Banskota AH, et.al. Chemical 

Constituents of Brazilian propolis and their cytotoxic ac- 
tivities; J. Nat. Prod. 61, 896-900, 1998 

Banskota AH, et.al. Two 
Novel Cytotoxic Benzofuran Derivatives from Brazilian 

10 propolis; J. Nat Prod. 63, 1277-1279, 2000 

1 Kimoto T, et.al. Apoptosis and 

Suppression of tumor growth by Artepillin C extracted 
from Brazilian Propolis; Cancer Detect. Prev. 22(6), 505- 
15, 1998. : , *> 

15 Observa-se que a maioria de 

nossos produtos mostraram uma forte acao antiproliferati- 
va numa faixa de concentracoes(em ppm) muito menores, 
que as exibidas por alguns dos compostos isolados da pro- 
polis brasileira. 



7/25 



• « » 



Citotoxicidade de alguns compostos isolados de 



Nome do composto 


HT- 
1080 


Colon 
L5-26 


1 Acido 3-hidroxi-2,2-dimetil-8-prenil- 
cromano-6-propen6ic6 


71.53 


,77.07 


2 Acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H- 1 -benzo- 
pirano-6-il)-2-propen6ico 


46.86 


50.22 


3 Acido 3,5-diprenil-44iidroxicmamico 


45.47 


59.32 - 


4 Acido 4-dihidro-cinamoiloxi-3-prenil- 
cinamico 


25.94 


77.90 



Queremos destacar que os pro- 
dutos obtidos pela nossa equipe constituem materias- 
primas de nosso projeto de pesquisa, a partir dos quais es- 
tamos obtendo novos derivados, guiados pelo principio de 
analogia e pelos resultados das predicOes TOPS-MODE. 

Curvas concentracao resposta 

dos compostos testados: 

,.. 37/01 (0010320) 



I 




•400 



0.25 2.5 




O composto 37, obtido medi- 
ante um procedimento de sintese orgSnica, apresentou ati- 
vidade citost&ica (inibicao de crescimento) para todas as 
linhagens e atividade citocida (morte celular) paraNCI460 
5 (Pulmao), UACG62 (Melanoma) e MCF (Mama) e NCI- 
ADR (Mama resistente) a partir de 2,5 ng/mL nos primei- 
^ros testes antitumorais efetuados no CPQBA, UNICAME, 
24 de Setembro 2001. 

Posteriormente foram amplia- 
10 dos estes testes de atividade antiproliferativa para as se- 
guintes linhagens celulares: 

C61on; Renal; Ovario; Pr6sta- 

ta; Leucemia. 




Concantra^Sa (>»a/n-iL) 

15 Curva Concentracap resposta de 37. 

Os resultados deste composto 
foram comparados com a Doxorrubicina (anticancerigeno 
comercial empregado como padrao nestes testes) sendo os 
mesmos similares e em alguns casos superiores a este an- 

20 ticancerigeno comercial. 
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Curva Concentraeao resposta da Doxorrubicina. 

Por exemplo, nosso produto 
inibiu o crescimento da linhagem Mama NCIADR (linha- 
5 gem que apresenta o fen6tipo de resistdncia multipla a 
drogas). Este resultado torna-se muito interessante ja que a 
Doxorrubicina, utilizada como controle positivo, nao ini- 
biu o crescimento desta linhagem celular humana. 
Os derivados da l 9 5-Bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta- 
10 l,4-dien-3-ona mostraram as seguintes acoes antitumorais: 



EnsaioO0210Ol -EBH1 




to* 



250 



10/25 



A amostra denominada com- 
posto EHB1 apresentou atividade citostatica para todas as 
linhagens a partir da concentracao de 0,25 ug/mL e ativi- 
dade citocida a partir da concentracao de 25 [xg/mL, com 
5 excecao da linhagem NCI ADR que teve somente o seu 
crescimento inibido em torno de 25%. Os resultados de- 
monstraram que esta amostra nao foi seletiva para as li- 
nhagens celulares estudadas. 

A amostra denominada composto HB6 

10 apresentou atividade citostatica para todas as linhagens a 
partir da concentracao de 25 ug/mL e atividade citocida na 
concentracao de 250 ug/mL, para as linhagens HT-29, 
786-0, NCI ADR e K562. Alem disso, esta amostra apre- 
sentou seletividade celular para as linhagens HT-29 e 786- 

15 0. 

Ensaia 002100) -HB6 




10'* W «0-" 10" 10' 10- <0' 

A amostra denominada com- 
posto HBMI apresentou atividade citostatica para todas as 
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linhagens a partir da concentracao de 0,25 ug/mL 

EusaioOQ21001 -HBM1 




10* w " W «f «a' iff 



e somente apresentou atividade citocida para as linhagens 
PC-03 e OVCAR-3 na concentracao de 250 ug/mL. 

A amostra denominada com- 
5 posto HB5 apresentou atividade citostatica moderada para 
todas as linhagens a partir da concentracao de 0,25 ug/mL 
e nao apresentou atividade citocida para nenhuma linha- 
gem nas concentracQes utilizadas. 



JEnsaio 0021001 -HB5 




Concentrafto (yaJ&L) 
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Tambem foi realizado teste to- 
xicol6gico com a amostra denominada composto 37 (To- 
xicidade Aguda, DL 5 o via intraperitoneal). O valor de 
DL 50j calculado por regressao linear, foi igual a 8,54g/Kg, 
ap6s 14 dias de observacao. Isto significa que este produto - 
pode considerar-se segundo Loomis, em Fundamentos de 
Toxicologia, como praticamente at6xico (compostos com 
valor de DL 50 entre 5,0 a 15g/Kg s§Lo considerados prati- 
camente atoxicos). 
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TABELA 1 - Peso corporal dos animais que receberam 2,5g/kg 
de peso corporal animal do produto denominado 
"COMPOSTO 37", administrado por via intraperitone- 
al, no inlcio e no final do teste de toxicidade aguda. 



Animal 


Peso Inicial 
(9) 


Volume Adminis- 
trado * 
(ml) 


Peso Final 

<gr 


Obitos 
(n) 


1 


24,5 


0,25 


26,4 


0 


2 


25,4 


>0.25 


28,0 


0 * 


3 


25,4 


0,25 


28.6 


b 


I 4 


24.1 


0,24 


27,4 


0 


5 


26,6 


0,27 


29,0 


0 


6 


24,8 


0.25 


27,8 


0 


7 


22,5 


0,23 


25,0 


0 


8 


29,7 


0,30 


31,2 


o 


9 


I 22,4 


0,22 


25,4 


0 


10 


20,6 


0.21 


22,8 


0 



dpm: 



35 





1 2 3 4 5 6 7 
Animais (ntimero) 



10 



-Peso Inioial 



-Peso Fmal 



GRAF1CO 1 - EvoIuqSo do peso corporal dos animais que receberam 2,5g/kg de 
peso corporal animal do produto denominado "COMPOSTO 37°, ad- 
1 0 ministrado por via intraperitoneal, no infcio e no final do teste de toxi- 

cidade aguda. 



15 
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TABELA 2 - Peso corporal dos animais que receberam 
3 fig/kg de peso corporal animal do produto deno- 
minado "COMPOSTO 37", administrado por via 
intraperitoneal, no inicio e no final do teste de toxi- 
cidadeaguda. 



Ani- 
mal 


Peso Inicial 
(9) 


Volume Adminis- 
trado 
(ml) 


Peso Final 
(9) 

30,3 


Obitos 
(n) 

i 0 


1 

2 
3 


28,3 
i 30,9 
24,6 


0,28 
0,31 
0,25 


32,5 
: 25,9 
28,0 


0 
0 
0 


4 
5 
6 


25,4 
25,1 
23,2 


f 0,25 
0,25 
0,23 


27,9 
25.6 


"" 0 

0 '** 


7 . 


23,6 


0,24 


26,0 


0 


8 


23,6 


0,24 


25.8 


0 


9 


26,0 


0.26 


28,3 


0 


10 


24,0 


0,24 


[ Obito 

07 Q4 J. O 


1 



Media 
±dpm: 



25,47 ± 2,43 
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peso corporal animal do produto denominado "COMPOSTO 37", jad- 
ministrado por via intraperitoneal, no inicio e no final do teste de toxi- 
cidade aguda. 
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TABELA 3 - Peso corporal dos animais que receberam 4,0g/kg de peso corporal 
animal do produto denominado "COMPOSTO 37°, administrado por 
via intraperitoneal, no infcio e no final do teste de toxicidade aguda 



Animal 


Peso Inicial 

(g) 


Volume Admlnis- 
■ trado 
(ml) 


Peso Final 

(g) 


Obitos 
(n) 


1 


29,8 


0,30 


32,5 


0 


2 > 


25,5 


0,26 


26,9 


0 


3 


33,2 


0,33 


35,9 


0 


4 


25,9 


0,26 


28,9 


0 


5 


26,3 


0,26 


29,0 


0 


6 


»• 28,9 


0.29 


30,2 


0 


7 I 26,7 


0,27 


28,0 


0 


8 . 


23,3 


0,23 


25,9 


0 


9 


21,2 


0.21 


23,5 


0 


10 


23,3 


0,23 


Obito 


1 



Media ± 26,41 ± 3,52 " Media ± dpm: 28,98 ± 3,65 



dpm: 



40 
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1 23456789 10 
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GRAHCO 3 - Evolucao do peso corporal dos animais que receberam 4,0g/kg de 
peso corporal animal do produto denominado "COMPOSTO 37", ad- 
ministrado por via intraperitoneal, no infcio e no final do teste de toxici- 
dade aguda. 
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TABELA 4 - Peso corporal dos animais que receberam 5,0g/kg de peso corporal 
animal do produto denominado "COMPOSTO 37°, administrado por 
via intraperitoneal, no infcio e no final do teste de toxicidade aguda 



Animal 


Peso Inicial 

(g) 


Volume Adminis- 
trado 
(ml) 


Peso Final 
(9) 


Gbitos 
(n) 


1 


24,9 


0,25 


25,9 


0 


2 


21,0 


0,21 


24,0 


0 


3 


25,4 


0,25 


27,8 


0 


4 


22.2 


0.22 


25,6 


0 


5 


24,0 


0,24 


27.0 


0 


6 


23,8 


0,24 


25,8 


0 


7 


22.5 


0,23 


24,9 


0 


8 


23,5 


0,24 


25.9 


0 


9 


.24.2 


0,24 


Obitp 


1 


10 


25.3 


0,25 


Obito 


1 



M6dia± 23,68 ±1,42 M6dia±dpm: 25,86 ±1,17 



dpm: 



30 
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GRAFICO 4 - Evolugao do peso corporal dos animais que receberam 5,0g/kg de 
peso corporal animal do produto denominado "COMPOSTO 37", ad- 
ministrado por via intraperitoneal, no infcio e no final do teste de toxici- 
dade aguda. 
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Esta inven9ao se ilustra a con- 
tinua9ao mediante os seguintes exemplos de execugSo: 

Exemplo 1. 

ObtengSo da l,5-Bis(4-hidroxi- 
r.5 3 -metoxifenil)-penta- 1 ,4-dien-3 -ona. 

Procedimento de obtencaol 
W A partir de vanilina e acetona 
em relacao molar 2:1 em meio acido, a temperaturas que 
oscilam entre 25 e 60 °C 9 sob condi95es de irradia9a© ul- 

10 tra-s6nica numa faixa de 25 a 40 KHz por espa90 de 1 a 3 
horas colocando-se posteriormente a mistura de rea9§LO em 
agua / gelo at^ a forma9ao do produto bruto, que se dissol- 
ve em uma solu9ao de hidr6xido de s6dio ou potassio (en- 
tre 10-30%) fUtrando-se; e o filtrado e tratado com acido 

15 cloridrico ou sulfurico de uma concentra9ao entre 10-30%, 
filtrando-se de novo o produto formado, finalmente se lava 
com agua destilada at6 obter um pH neutro, sendo que esta 
opera9ao se repete ate a total purifica9ao do produto, nao 
sendo necessaria fazer uma nova purifica9ao do composto 

20 usando outros procedimentos como recristaliza9ao ou co- 
luna cromatograflca (a pureza foi determinada mediante a 
tecnica HPLC): Rendiniento obtido: 92% do produto puro. 
Ponto de fusao de: 155-156 °C . 

Procedimento de obtencao 2 

25 Uma mistura constituida por 

vanilina e acetona em rela9&o molar 2:1 em meio acido e 
se deixa em repouso durante 5-8 dias, a temperaturas que 
oscilam entre —10 °C e 40 °C, colocando-se a mistura de 
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rea9&o em agua / gelo ate a forma^ao do produto bruto, 
que se dissolve em uma solu9ao de hidroxido de s6dio ou 
potassio (entre 10-30%) filtrando-se, o filtrado se, trata 
com acido cloridrico ou sulfurico de uma concentra9ao 
entre 10-30%, filtrando-se de novo o produto formado, fi- 
nalmenjie se lava com agua destilada ate obter um pH neu- 
tro. Esta opera9ao se repete ate a total purifica9ao do pro- 
duto, nao sendo necessaria fazer uma nova purifica9ao do 
composto usando outros procedimentos como recristaliza- 
9ao ou coluna cromatografica (a pureza foi determinada 
mediante a tecnica HPLC):Rendimento obtido 89% do » 
produto puro, ponto de fusao de: 155-156 °C. 

Exemplo 2. 

Obten9ao da l,5-Bis(3-metoxi- 
4-acetoxifenil)-penta- 1 ,4-dien-3 -ona. 

Mistura-se l,5-Bis(4-hidroxi- 

3- metoxi-fenil)-penta-l,4-dien-3-ona com um excesso de 
anidrido acetico e de acetato de s6dio. Aquece-se numa 
faixa de temperatura compreendida entre 20 e 1 10°C por 
um periodo de tempo entre 30 minutos e 3 horas. O pro- 
duto obtido 6 colocado em agua destilada com gelo. De- 
canta-se e recristaliza-se o produto com etanol a quente. ; 
Rendimento: 58% . Ponto de fusSo: 150°C. 

Exemplo 3. 

Obten9ao da l,5-Bis[3-metoxi- 

4- (3-metil-but-2-eniloxi)fenil]-penta-l,4-dien-3-ona. 

Uma mistura formada por 1,5- 
Bis(4-hidroxi-3 -metoxifenil)-penta- 1 ,4-dien-3 -ona (2 
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mmol) em 10 mL de dimetilformamida e carbonato de 
potassio (6 mmol) se agita dentro de uma faixa de tempe- 
ratura compreendida entre 20-50 °C durante urn periodo de 
tempo de 20 a 60 mimitos em atmosfera inerte (argdnio ou 
5 nitrogenio). A continuacao se adicionam gota^a gota 3 
- mmol de brometo de 3-metil-but-2-enila com agitacao 
. constante. Posteriormente se coiitinua agitando por espaco 
de outras 5-8 horas com corrente de g&s inerte colocando- 
se todo o conteudo da mistura em agua com gelo. Se extrai 
10 com clorofdrmio em tres ocasioes com cerca de 30 mL 
deste solvente. A fase organica se lava com uma solucao 
de NaHS0 4 e seguidamente com agua destilada. A fase 
cloroformica se seca com sulfato de s6dio anidro, depois 
se filtra e se rotoevapora o solvente. A purificacao do pro- 
duto principal e feita com auxilio de uma coluna cromato- 
grafica recheada de silica gel e usando como eluentes uma 
mistura de n-hexano / acetato de etila em uma relacao 
apropriada. Rendimento: 53 % de uma substancia liquida 
oleosa. 

Exemplo 4. 

Obtencao da 1 5 5-Bis(3,4- 
dimetoxifenilJ-penta-l^-dien-S-ona. 

Procedimento de obtengao 1 
A mistura de 3,4-dimetoxi- 
benzaldefdo e acetona em relacao equimolar em presenca 
de acido cloridrico foi submetida ao banho de ultra-som na 
frequancia de 25 a 40 kHz entre 10-60 minutos numa faixa 
de temperatura entre 25-60°C. Posteriormente, coloca-se o 
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produto obtido em agua destilada com gelo e filtra-se o 
precipitado lavando-o com agua destilada. A fase aquosa 6 
extraida com clorof6rmio e a fase clorof6rrnica, por sua 
vez, secada com sulfato de s6dio anidro, filtrada e rotoe- 
5 vaporada. Rendimento: 87%. , * 

Procedimento de obtencao 2 
^ > Mistura-se l,5-Bis(4-hidroxi- 

P 3-metoxi-fenil)-penta-l,4-dien-3-ona com urn excesso de 
sulfato de dimetila ou iodeto de metila em meio basico 
10 (KOH ou NaOH), agitando-se numa faixa de temperatura 
entre 25-50 °C durante urn periodo de tempo que oscila 
entre 5-24 horas. A mistura formada se colocou em agua 
gelada, filtrando-se o precipitado formado, neutralizando- 
se com HC1. Posteriormente se lava com agua ate pH neu- 
15 tro. Nao foi necessdria uma purificaeao posterior do pro- 
duto. Rendimento: 85%. 

Exemplo 5. 

Obtencao da l,5-Bis(4-hidroxi- 
3-metoxifenil)-penta- 1 5 4-dien-3-iliden-malononitrila. 

Em uma mistura formada por 
l,5-Bis(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-penta-l,4-dien-3-ona e 
malononitrilo em quantidades equimolares, acrescentam- 
se acetato de amdnio, acido acaico e tblueno seguindo a 
variante de Cope, aquecendo-se em refluxo por urn espa 9 o 
25 de tempo compreendido entre 5-16 horas ou seguindo a 
terceira variante Knoevenagel usando piperidina como 
catalizador. O produto obtido 6 colocado em agua destila- 
da e gelo 5 filtrando-se o precipitado e extraindo-se a fase 
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aquosa com clorof6rmio e lavando-se a fase clorof6rmica 
com agua destilada. Posteriormente, seca-se a fase cloro- 
f6rmica com sulfato de s6dio anidro, filtra-se e rotoevapo- 
ra-se.Rendimento: 76%. Ponto de fusao: 216°C. 
5 * Metodologia empregada para a realizaeao 

dos testes antitumorais: 
' K RELATORIO BO TESTE DE 

ANTIPROLIFERATIVO EM CELULAS TUMORAIS 
HUMANAS GOM O ENSAIO DA SULFORRODAMINA 
10 B 

Celulas 

As linhagens celulares utiliza- 
das nos ensaios, descritas na tabela 1, foram mantidas em 
frascos de 25 cm 2 (Nunc®), com 5mLde meio de culture 
15 RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino 
(RPMI/SFB), a 37 °C em atmosfera de 5% de C0 2 e 100% 
de umidade. 

TABELA 1. Linhagens celulares utilizadas nos ensaios de avaliacao de ati- 

vidade antipr oliferativa. 

Tipo celular ~ C6digo 



0 



( Pulmao NCI460 

Mama mcf-7 

NCI ADR* 

Melanoma uacc-62 

Colon HT 29 

Renal 786-0 

Ovario OVCAR-3 

Pr6stata pc-3 

Leucemia k-562 



* linhagem celular que expressa o fen6tipo de resist^ncia a multiplas drogas. 
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Todos qs procedimentos des- 
critos abaixo, foram realizados sob condicSes estereis 
(Fluxo Laminar Veco®, Classe IIB2). 

Procedimento Experimental 
5 r * Foram inoculados 100 iiL«de 

celulas em meio RPMI/SFB com 50 ug/mL de gentamici- 
na, nas suas respectivas densidades de inoculaeSb; em pla- 
f cas de 96 compartimentos e incubadas por 24 horas a 37°C 

em atmosfera de 5%*de C0 2 e 100% de umidade. • 
1® Apos 24 horas, foram adicio- 

nados 100 juL da subst&icia teste nas seguintes concentra- 
tes de 250; 25; 2,5; 0,25 ug/mL dilufdas em 
RPMI/SFB/gentamicina. Neste momento foi feita a leitura 
de uma placa para determinacao do TO (controle de celulas 
15 no momento da adicao da amostras). As demais placas fo- 
ram incubadas por 48 horas. Apos este periodo o experi- 
mento foi interrompido pela adicao do aeido tricloroaceti- 
co para a seguir determinar o conteudo protelco atraves de 
ensaio colorimetrico com a sulforrodamina B. 
2® Diluicao das amostras 

As solucoes estoques foram 
desenvolvidas pela diluicao das amostras em dimetilsulfd- 
xido de s6dio (DMSO) na concentracao de 0,lg/mL. Para 
adicao nas placas de 96 compartimentos essa solucao foi 
25 diluida 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina, sendo as- 
sim obtida a concentracao ideal de DMSO (Skehan e cols. 
1990). 
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Ensaio da Sulforrodamina B 

(SRB) 

Ao final do teste, as placas de 
96 compartimentos foram centrifugadas por 3 minutos a 
5 2000 rpm, e foram fixadas com 50 uL de uma solu9ao a 
50% de acido tricloroacetico (TCA) a 4 °C. Para completar 
a fixa9ao celular*as placas foram incubadas*poM hora a 4 
°C. 

As placas foram submetidas a 
10 quatro lavagens consecutivas com &gua destilada para a 
remo5ao dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdiitos 
secund&rios e mantidas a temperatura ambiente at6 a seca- 
gem completa. 

A coloragao foi realizada pela 
15 adieao de 50 \xL SRB a 0,4 % (peso/volume) dissolvidos 
em acido acetico a 1 %, e mantidas a 4 °C por 30 minutos. 
Em seguida, foram lavadas por 4 vezes consecutivas com 
uma solucao de acido acetico 1%. O residuo da solu9ao de 
lavagem foi removido e as placas foram novamente secas 
20 a temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas ce- 
lulares foi solubllizado com uma solu9ao de Trizma Base 
(Sigma®) na concentra9ao do 10 jaM e pH 10,5 por 5 mi- 
nutos em ultra-som. A leitura espectrofotometrica da ab- 
sorbancia foi realizada em 560 nm em um leitor de micro- 
25 placas (Labsystems Multiskan® MCC/340). 

Analise dos resultados 
Foram calculadas as madias 
das absorb§ncias descontadas de seus respectivos brancos 
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e atraves da f6rmula abaixo foi determinada a inibieao de 
crescimento (IC) de cada amostra testada. 

T > C a droga estimulou o 
crescimento, nao apresenta IG. 

Se T > TO mas < C, a droga foi 
citostatica e a formula utilizada e 100 x [(T-To)/(C-T0)] 

? Se T < TO a droga e eitoeida e 
a f6rmula utilizada e 100 x [(T-T0)/(C-T0)] 

- Sendo que T 6 a m6dia da ab- 
10 sorbancia da celula tratada C 6 o controle de celula e TO e 
o controle das celulas no dia da adicao. 

O resultado obtido foi subtrai- 
do de 100% obtendo-se entao a porcentagem de inibicao 
de crescimento. As amostras foram consideradas ativas 
15 quando apresentaram inibicao de crescimento dose depen- 
dente, maior que 50% e linhagem seletivo, isto 6, atividade 
preferencial para urn unico tipo de celula tumoral ou com 
efeito citostatico e/ou citocida bem distintos entre as li- 
nhagens celulares. 

-° Todos os ensaios foram reali- 

zados em triplicatas sendo que os resultados apresentados 
referem-se a.um experimento representative. O desvio pa- 
drao da m6dia foi sempre inferior a 5%. 

Metodologia empregada para a 
25 realizagao dos testes toxicol6gicos: 

Tecnica 

• Utilizam-se 10 camundongos 
swiss albinos, do sexo masculino, pesando aproximada- 
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mente 25g, para cada urn dos grupos tratados e controle; 

. Periodo de adaptacao: os 
animais sao mantidos na sala de testes pelo menos 07 dias 
antes do inicio do ensaio; 

5 T * • Os animais sao submetidos a 

jejum de 12 horas antes da administracao da substancia 
« teste, feita por gavage, quando o peso corporal dps :<ani- - 
mais 6 anotado. 

• Ap6s a administracao os 
0 animais s2o mantidos em observacao por urn periodo mi- 

nimo de 14 dias. 

• O numero de animais mortos 
para cada uma das doses e anotado e a DL50 e calculada 
pelo m&odo de Litchfield e Wilcoxon (1949) e o peso 

> corporal dos animais no final do teste de toxicidade aguda 
e anotado. 



REIVINDICAgOES 
1 ) " PROPRIEDADES AN- 
TITUMORAIS DO 1 ,5-BIS(4-HIDROXI-3-METOXI- 
FENIL)-PENTA-l,4-DIEN-3-ONA E DERIVADOS E 
5 SEU PROCEDIMENTO DE OBTENCAO caracteri- 
zado por o metodo para a obtencao da l,5-Bis(4-hidroxi-3- 
metoxifenil)-penta-l,4-dien-3,rona e seus derivados como 
compostos com acao antitumoral, responder a seguinte 
f6rmula geral: 



10 



R 2 0 




onde R 1 , R 2 , R 3 , R 4 e R 5 po- 
dem representar atomos de hidrogenio, grupos prenilas, 
^ dtomos de halogenios, ou grupos acetato ou alquila e X 
15 urn atomo de oxig6nio ou urn grupo ilidenmalononitrila; 
matodo de obtencao das l 9 5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)- 
penta-l,3-dien-3-onas e seus derivados, que sao obtidos a 
partir de vanilina e acetona em relacao molar 2:1 em meio 
acido, a temperaturas que oscilam entre 25 e 60 °C, sob 
20 condigoes de irradiacao ultra-sdnica numa faixa de 25 a 40 
KHz por espa?o de 1 a 3 horas colocando-se posterior- 
mente a mistura de reacao em dgua / gelo ate a formacao 
do produto bruto, que se dissolve em uma solu9ao de hi- 
droxido de sodio ou potassio (entre 10-30%) filtrando-se; 
25 e o filtrado 6 tratado com acido cloridrico ou sulfurico de 



uma concentra^o entre 10-30%, filtrando-se de novo o 
produto formado, finalmente se lava com agua destilada 
at6 obter urn pH neutro, sendo que esta operacao se repete 
at6 a total purificacao do produto, nao sendo necessaria fa- 
* 5 zer uma nova purificacao do composto usand© outros pro*- 
cedimentos como recristalizacao ou coluna cromatografica 
(a pureza foi determinada mediante ? a tecnica HPLC): 
Rendimento obtido 92% do produto puro. 

2 ) " PROPRIEDADES AN- 
10 TITUMORAIS DO l,5-BIS(4-HroROXI-3-METOXI- 
FENIL)-PENTA-l,4-DIEN-3-ONA E DERIVADOS E 
SEU PROCEDIMENTO DE OBTENCAO de acordo 
com a reivindicacao 1, caracterizado pelo metodo de ob- 
tencao das l,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-l,3- 
15 dien-3-onas e seus derivados, que sao obtidos a partir de 
vanilina e acetona em relacao molar 2:1 em meio acido 
durante 8 dias, a temperaturas que oscilam entre -10 °C e 
40 °C, colocando-se a mistura de rea9ao em agua / gelo ate 
a formacao do produto bruto, que se dissolve em uma so- 
20 lucSo de hidroxido de sddio ou potassio (entre 10-30%) 
filtrandVse; e o flltrado e tratado com dcido clorfdrico ou 
sulfurico de uma concentracao entre 10-30%, filtrando-se 
de novo o produto formado, finalmente se lava com agua 
destilada ate obter urn pH neutro, sendo que esta operacao 
25 se repete ate a total purificacao do produto, nao sendo ne- 
cessaria fazer uma nova purificacao do composto usando 
outros procedimentos como recristalizacao ou coluna cro- 
matografica (a pureza foi determinada mediante a tecnica 



HPLC): Rendimento obtido: 89% do produto puro, ponto 
defusSode: 155-156 °C. 

3 ) " PROPRIEDADES AN- 
TITUMORAIS DO l,5-BIS(4-HTOROXI-3-METOXI- 

5 If:NIL)-PENTA-l,4-DIEN-3-ONA E DERIVADOS E 
SEU PROCEDIMENTO DE OBTENCAO de acordo 
com a reivindicacao 1, caracterizado pelo metodo de ob- 
tencao das l 5 5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-l,3- 
dien-3-onas O e C-preniladas 9 onde os grupos prenilas 
10 aparecem ligados ao atomo de oxig&iio fenolico ou aos 
atomos de carbono do anel aromatico, respectivamente. V 

4 ) " PROPRIEDADES AN- 
TITUMORAIS DO l,5-BIS(4-HTOROXI-3-METOXI- 
FENlL)-PENTA-l,4-DIEN-3-ONA E DERIVADOS E 

15 SEU PROCEDIMENTO DE OBTENCAO \ de acordo 
com a reivindicacao 1, caracterizado pelo metodo de ob- 
ten?ao das 1 , 5-bis(4-hidroxi-3 -metoxifenil)-penta- 1 ,3 - 
dien-3-onas O-preniladas, onde reagem quantidades equi- 
moleculares ou em relacao 2:1 da l,5-bis(4-hidroxi-3- 

20 metoxifeml)-penta-l,3-dien-3-ona com brometo de prenila 
mediante uma reagao de substituieao nucleofilica em pre- 
sen9a de uma base (K2CO3 / DMF) ou (NaOMe / MeOH) 
a uma temperatura entre 20-40 °C durante urn perfodo de 
tempo compreendido entre 3-8 horas de reacao em atmos- 

25 fera inerte (Nitrog6nio ou Argdnio), neutralizando-se 
posteriormente a mistura de reacao num meio acido (HC1, 
ou H2SO4 ou CH3COOH). A purificacao do produto isola- 
do poder ser feita empregando-se uma coluna cromatogra- 
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fica recheada com silica gel e usando como solventes uma 
mistura de tolueno / acetato de etila ou n-Hexano / acetato 
de etila numa relacao apropriada. 

5 ) " PROPRIEDADES AN- 
* 5 TITUMORAIS DO 1 ,5^BIS(4-HIDROXI-3-METOXI- 
FENIL)-PENTA-l,4-DIEN-3-ONA E DERIVADOS E 
SEU PROCEDIMENTO DE OBTENCAO de^acordo 
com a reivindicacao 1, caracterizado pelo metodo de ob- 
tencao de l 5 5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-l,3-dien- 
10 3-onas C-preniladas, onde reagem as l,5-bis(4-hidroxi-3- 
metoxifenil)-penta-l,3-dien-3-onas O-preniladas em^pre- 
senea de N 5 N-dietilahilina e em atmosfera inerte (Nitroge- 
nio ou Argdnio) a uma temperatura que oscila entre 210- 
230 °C por espaco de 5-8 horas, seguida do tratamento da 
15 mistura de reaeao mediante adigao da quantidade necessa- 
ria de cloroformio e as lavagens consecutivas com solueao 
de acido cloridrico e cloreto de sodio, seguida a secagem 
com sulfato de s6dio anidro, rotoevaporando-se posteri- 
ormente; e o oleo amarelo formado se dissolve em meta- 
20 nol tratando-o com urn pouco de Amberlite IR-120, agi- 
tando-se por espaco, de 10 a 60 minutos a uma temperatura 
que oscila.entre 20-40 P C, filtrando-se a temperatura ambi- 
ente; e finalmente se rotoevapora a solu9ao metanolica 
formada, sendo purificado o produto de reacao mediante 
25 uma coluna cromatografjca recheada com silica gel e 
usando como solventes de eluicao uma mistura formada 
por tolueno / acetato de etila numa relacao apropriada. 



6 ) " PROPRIEDADES AN- 
TITUMORAIS DO l,5-BIS(4-HIDROXI-3-METOXI- 
FENIL)-PENTA-l,4-DIEN-3-ONA E DERIVADOS E 
SEU PROCEDIMENTO DE OBTEN£AO de acordo 

5 com a reivindica9ao 1, caracterizado pelo metodo de ob- 
ten^o das l,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta- 1,3- 
dien-3-onas O e C-preniMdas partindo da vanilina O e 
prenilada ou vanilina bromada ou vanilina alquilada, rea- 
« gindo com acetona numa rela9ao molar 2:1 em meio basi- 
10 co (NaOH ou KOH) seguida da correspondente neutrali- 
• za9ao com acido cloridrico ou sulfurico ou acetico; e a pu- 
rifica9ao do produto isolado poder ser feita empregando-se 
uma coluna cromatografica recheada com silica gel e 
usando como solventes uma mistura de tolueno / acetato 
1 5 de etila ou n-Hexano / acetato de etila numa rela9ao apro- 
priada. 

7 ) " PROPRIEDADES AN- 
TITUMORAIS DO l,5-BIS(4-HIDROXI-3-METOXI- 
FENIL)-PENTA-l,4-DIEN-3-ONA E DERIVADOS E 

50 SEU PROCEDIMENTO DE OBTEN^AO «, de acordo 
com a reivindica9ao 1, caracterizado pelo metodo de ob- 
ten9ao dos derivados Knoevenagel. Em uma mistura for- 
mada por l,5-Bis(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-penta-l,4- 
dien-3-ona e malononitrilo ou cianacetato de etila ou cia- 

5 nacetato de metila em quantidades equimolares, acrescen- 
tam-se acetato de amonio, acido acetico e tolueno seguin- 
do a variante de Cope, aquecendo-se em refluxo por urn 
espa9o de tempo compreendido entre 5-16 horas ou se- 



guindo a terceira variante Knoevenagel usando piperidina 
como catalizador. O produto obtido e colocado em agua 
destilada e gelo, filtrando-se o precipitado e extraindo-se a 
fase aquosa com clorof6rmio e lavando-se a fase cloro- 
5 f6rmica com aguasdestilada. Posteriomiente, seco-se a fase 
clorof6rmica com sulfato de s6dio anidro, filtra-se e roto- 
'evapora-se. v.. 
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R E S U M O 
" PRQPRIEDADES ANTI- 
TUMORAIS DO l,5-BIS(4-HroROXI-3-METOXI- 
FENIL)-PENTA-l,4-DIEN-3-ONA E DERIVADOS E 
SEU PROOEDIMENTO DE OBTEN£AO " » 

A presente patente de inven9ao 
relata as propriedades antitumorais do l,5-Bis(4-hidroxi-3- 
metoxi-fenil)-penta-l,4-dien-3-ona e derivados e seu pro- 
cedimento de obtencao: a amostra denominada composto 
37 foi obtida com alto rendimento e pureza atraves da tec- 
nica ultrasonica apresentando atividade citostatica (inibi- 
9§o do crescimento) nas concentracoes avaliadas e ativi- 
dade citocida (morte celular) a partir da concentra9ao de 
0,25 fig / mL frente a nove diferentes tipos de cancer hu- 
mano. Este composto possui uma DL 50 , igual a 8,54g/Kg. 
Isto significa que este produto pode considerar-se como 
praticamente at6xico, sendo que a Doxorrubicina, medi- 
camento anticancerigeno usado como referencia em todos 
estes testes, 6 urn produto extremadamente t6xico (DL 50 de 
20mg/Kg) e nao iriibe o crescimento da linhagem celular 
Mama NCI-ADR (linhagem celular que expressa o fenoti- 
po de resist&icia a multiplas drogas), portanto nosso pro- 
duto se rriostrou com a9ao fortemente citostatica. Os ou- 
tros derivados apresentaram tambem forte a0o citostatica 
e citocida, principalmente o composto denominado por 
EHB1. 
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